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1 .  博 士 論 文 の 構 成 と 概 要  
 組 織 工 学 は 、 細 胞 を 生 き た ま ま 人 工 的 に 操 作 し て 生 体 組 織 を 作 製 し 、 生 物 の 組
織 を 再 生 ・ 改 善 す る こ と を 目 指 し 飛 躍 的 に 進 展 し て き た 。 研 究 分 野 と し て は 、 胚
性 幹 細 胞 や 人 工 多 能 性 幹 細 胞 の 研 究 が 目 覚 ま し く 進 展 し 、 取 り 扱 う こ と が で き る
細 胞 種 が 増 加 し た こ と に よ っ て 、 広 が り を 見 せ て い る 。 幹 細 胞 由 来 細 胞 と 組 織 工
学 を 組 み 合 わ せ て 作 製 さ れ た 生 体 組 織 は 再 生 医 療 や 創 薬 へ の 応 用 が 期 待 さ れ て い
お り 、 組 織 工 学 に 基 づ く 生 体 組 織 作 製 の た め の 技 術 と し て 、 バ イ オ プ リ ン タ 技 術
の 研 究 開 発 が 注 目 を 集 め て い る 。  
 第 1 章 で は 、 バ イ オ プ リ ン タ の 特 徴 と 細 胞 に 与 え る 影 響 に つ い て 概 説 し 、 ピ エ
ゾ 式 の イ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ ン タ が 解 像 度 、 生 産 性 に 加 え て 、 細 胞 へ の ス ト
レ ス を 低 減 す る 設 計 が 可 能 な 点 、 液 滴 に 含 ま れ る 細 胞 数 を 制 御 す る こ と で 細 胞 分
注 装 置 と し て も 利 用 可 能 な 点 か ら 優 れ た プ ラ ッ ト フ ォ ー ム で あ る こ と を 示 し 、 最
後 に 本 研 究 の 目 的 と 意 義 に つ い て 記 述 し た 。  
 第 2 章 で は 、 独 自 開 発 し た イ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ ン タ に よ っ て 分 注 し た 細
胞 の 状 態 を 評 価 し 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト 分 注 プ ロ セ ス が 細 胞 に 与 え る 影 響 の 評 価 を 目
指 し た 。 ま ず 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト 細 胞 分 注 プ ロ セ ス が 細 胞 に 与 え る 影 響 に つ い て 力
学 的 な 観 点 か ら 先 行 研 究 に 基 づ い て 整 理 し 、次 に 細 胞 分 注 実 験 に よ っ て 評 価 し た 。
実 験 で は 、マ ウ ス ES 細 胞 を 培 地 に 懸 濁 し 、ノ ズ ル 直 径 が 100  μm の イ ン ク ジ ェ ッ
ト ヘ ッ ド を 用 い て 細 胞 を 分 注 し た 。 そ の 結 果 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト で 分 注 し た 細 胞 の
生 存 率 、 増 殖 率 、 及 び 多 能 性 維 持 の 評 価 に お い て 、 手 技 と 有 意 差 が な い こ と が 確
認 さ れ た 。 さ ら に 、 ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 解 析 の 結 果 で は 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト 分 注
プ ロ セ ス に 起 因 す る 発 現 変 動 遺 伝 子 は 確 認 さ れ ず 、 本 イ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ
ン タ が 手 技 と 同等の 細 胞 へ のダメー ジ の少な い 分 注 プ ロ セ ス を 可 能 と す る 手法で
あ る こ と を 実証し た 。  
 第 3 章 で は 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ ン タ の 応 用例と し て 、中枢神経系疾患
研 究 で 利 用 さ れ るヒト i PS 細 胞 由 来神経細 胞 の 分 注 と精密パタ ーニングを 実施し
た 。 分 注 7 日後 の 細 胞 に対し て ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 解 析 を 行 い 、 手 技 と比較し
た と ころ、相関係数 が平均 0 . 97 と高い相関が 示 さ れ た 。神経細 胞 遺 伝 子 マ ーカー
も 手 技 と 変 わ ら な い 発 現量が 確 認 さ れ た 。 ま た 、複数 種類の 細 胞 を精密に配置 す
る印刷機能 を 実証す る た め 、 i PS 細 胞 由 来神経細 胞 と ラ ッ ト副腎褐色細 胞腫由 来
細 胞 を 500  μm ピ ッチでパタ ーニングし た 。培養を 7 日と し た 結 果 、配置 さ れ た二
種類の神経細 胞 か ら神経突起様の 物質が伸長し て い る様子 と 、神経細 胞 マ ーカー
で あ る Tubu l i n の 発 現 が免疫染色に よ り 確 認 さ れ 、 開 発 し た イ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ
オ プ リ ン タ を 用 い て精密細 胞パタ ー ン を 作 製 で き る こ と が 実証さ れ た 。  
 第 4 章 で は バ イ オ プ リ ン タ に おける課題で あ る 、印刷し た 細 胞 の健全性 と印刷
性 の 確保に つ い て 評 価 し た 第 2 章 と 第 3 章 の 結 果 を総括し た 。 ま た 、 細 胞 に対し
て 手 技 と 同等のダメー ジ レ ス の 性 能 を 有 し 、精密印刷が 可 能 な バ イ オ プ リ ン タ を
再 生 医 療 や 創 薬 へ と 応 用 す る 展望を 述べた 。  
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2 .  公聴会審査内容  
 2020 年 3 月 9 日に 行 わ れ た予備審査会で の質疑応答を踏ま え て 2020 年 6 月 2
日に公聴会を 開催し た 。公聴会で は 、申請者か ら 博 士 論 文 の内容の 説明が 行 わ れ 、
質疑応答が 行 わ れ た 。 そ の 概 要 を以下に 要約す る 。  
 
1 )  （第 3 章） Te t r a -PEG ゲル と蛍光粒子 に よ る精度 確 認 結 果 に つ い て 、印刷し た
蛍光粒子 が 400  μm ピ ッチの 構造で溢れ た原因 に関す る質問が な さ れ た 。 こ れ
に対し 、 イ ン ク ジ ェ ッ ト で 作 製 し たゲル は三次元的 に複雑な た め 細 胞印刷領
域の正確 な 体積測定は困難だが 、印刷し た蛍光粒子 含 有 液 滴 の 体積が造形さ
れ た 細 胞印刷領域の 体積よ り大き い た め に 400  μm ピ ッチの 構造で溢れ が 生じ
た と の 説明が な さ れ た 。  
2 )  （第 3 章）1 )で の 説明に対し 、造形さ れ たゲル の幅と蛍光粒子 の印刷精度 が 示
さ れ るべき で あ る と の 指摘が な さ れ 、 本 文中に追記 す る こ と と し た 。  
3 )  （第 3 章）i PS 細 胞 由 来神経細 胞 の精密パタ ーニングに関す る新規性 に つ い て
質問が な さ れ た 。そ れ に対し 、マ イ ク ロ押し出し 式 の バ イ オ プ リ ン タ に よ るパ
イ プ 状神経モデル の 作 製 や ス フ ェ ロ イ ド 作 製 に つ い て の報告は あ る が 、 イ ン
ク ジ ェ ッ ト に よ り複数 種類の神経細 胞 を打ち分けて 500  μm ピ ッチで配置 し た
精密パタ ー ン の 作 製報告は無い と の 説明が な さ れ た 。  
4 )  （第 3 章） 3 )で の 説明に対し 、 500  μm ピ ッチの精度 が新し い の か 、 そ の精度
は神経組 織 作 製 のニー ズ か ら導か れ る仕様と し て満足し て い る の か 、 と の質
問が な さ れ た 。そ れ に対し 、大脳皮質は六層構造で一層あ た り が お よ そ 500  μm
で あ り 、層毎に異な る 種類の神経細 胞 が 存在し て い る た め 、人 工神経組 織 作 製
に は 500  μm ピ ッチで異種 の神経細 胞 を印刷し 成長さ せ る 技 術 が必要 で あ る 、
と の回答が な さ れ 、 同様の 説明を 本 文 に追記 す る こ と と し た 。  
5 )  （第 2 章）FACS の機械的 ス ト レ ス と化学 的 ス ト レ ス を切り 分ける た め に 実施
し た 分 注 後 の 生 存 率 評 価 の 結 果 つ い て 、時系列の比較と 手法間の比較、どちら
を 意図し た の か 、と の質問が な さ れ た 。そ れ に対し 、手 技 と FACS 分 注 の 手法
間比較を 目 的 と し 、24 時間と 48 時間の二点 を 評 価 し て い る の は 細 胞 増 殖 能 を
反映し た 生 存 率 を 確 認 す る た め で あ る 、 と の 説明が な さ れ た 。  
6 )  （第 2 章）開 発 し た イ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ ン タ を FACS と比較し た 結 果 が
報告さ れ て い る が 、 細 胞 に対す る機械的 ス ト レ ス を比較す る の で あ れば自 動
分 注機と比較すべき で は な い か と の質問が な さ れ た 。そ れ に対し 、自 動 分 注 装
置 で は 細 胞 数 の 制 御 が で き な い が 、 開 発 し た イ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ ン タ
で は 細 胞 数 を 数 え な が ら 分 注 す る機構 が あ り 、 細 胞 数 を 制 御 で き る精密細 胞
分 注 装 置 と い う 観 点 か ら FACS と比較し た と の 説明が な さ れ た 。ま た 、細 胞 へ
のダメー ジ の 点 で は 自 動 分 注機と 開 発 し た イ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ ン タ で
は 差 が な い と考え ら れ る 、 と の 説明が な さ れ た 。  
7 )  （第 2 章）キャピ ラ リ 式 の イ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ ン タ と比較し た場合 、細
胞 へ の 影 響 が小さ い こ と は 示 さ れ た が 、印刷性 能 の面、例えば解 像 度 で の比較
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に つ い て質問が な さ れ た 。そ れ に対し 、キャピ ラ リ 式 で もメンブレ ン振動 式 で
も吐出し た 液 滴 の曲が り が 生じる 可 能 性 が あ り 解 像 度 に つ い て は 同等で あ る
と の 説明が な さ れ た 。そ の上で 、開 発 し たメンブレ ン振動 式 イ ン ク ジ ェ ッ ト バ
イ オ プ リ ン タ は 開放型の 液室を 持 つ た め常時撹拌が 可 能 で あ り 、 細 胞沈降を
抑制 で き る た め他の イ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ ン タ と比較し て吐出状 態 を安
定さ せ ら れ る 点 に 優位性 が あ る 、 と の 説明が な さ れ た 。
8 ) （第 3 章）第 3 章 の 成 果 と し て 、細 胞 へ の 影 響 が少な い バ イ オ プ リ ン タ を 用 い
た か ら こ そ神経細 胞 のモデル が 実 現 さ れ た の か 、 Te t r a -PEG ゲル の使用 や 多孔
質メンブレ ン などの 培養条件最適化など周辺の 技 術 の み で も 実 現 で き る の か 、
本 技 術 の 優位性 を明確 に主張すべき と のコメン ト が な さ れ た 。そ れ に対し 、バ
イ オ プ リ ン タ に よ る神経細 胞 の精密パタ ーニングの 先 行 研 究 で は神経細 胞 の
脆弱さ に 起 因 す る印刷後 の 細 胞死が課題と な っ て お り 、 細 胞 へ の ス ト レ ス が
少な い バ イ オ プ リ ン タ が求め ら れ て い る 、と の 説明が な さ れ 、開 発 し た イ ン ク
ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ ン タ の印刷プ ロ セ ス に おける 細 胞 へ の 影 響 が 手 技 と 同等
で あ っ た こ と が神経細 胞 の精密パタ ー ン 実 現 の主要 因 で あ る 、 と の主張が な





たイ ン ク ジ ェ ッ ト バ イ オ プ リ ン タ を 用 い た 細 胞 分 注時の 細 胞 へ の 影 響 に関し て ト
ラ ン ス ク リ プ ト ー ム 解 析 も 含 め て詳細 に 評 価 し た も の で あ る 。 イ ン ク ジ ェ ッ ト バ
イ オ プ リ ン タ は今後波及 す る 技 術 で あ り 、 本 研 究 で 用 い た機種 の 有 意 性 の み な ら
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